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Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Preparation auf Ba- 
sis von Blutgerinnungsproteinen und MaSnahmen zur Verlangerung 
deren biologischen Halbwertszeit . 

Therapeutische Proteine, insbesondere Praparationen zur Behand- 
lung von Blutgerinnungsstorungen, welche Blutgerinnungsproteine , 
wie z.B. von Willebrand-Faktor (vWF) , beinhalten, haben oft re- 
lativ kurze Halbwertszeiten im Organismus. Dadurch kann eine 
therapeutische Verabreichung solcher Praparationen innerhalb 
kurzer Zeit wirkungslos werden oder zumindest in ihrer Wirksam- 
keit stark beeintrachtigt werden. 

Vieles an den physiologischen Abbauwegen von Blutgerinnungspro- 
teinen ist ebenso unbekannt wie die genauen Faktoren, die deren 
Halbwertszeit im Korper bestimmen. 

So ist lediglich bekannt, da£ aktivierter Faktor VIII iiber seine 
A2-Domane an das Lipoproteinrezeptor-verwandte Protein (lipopro- 
tein receptor related protein; LRP) bindet, wobei diese Bindung 
sowohl fur die Internalisierung von Faktor VIII als auch fur 
dessen Abbau zustandig ist. Es ist auch bekannt, da£ durch ein 
Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP) , einem Inhibitor von LRP, 
die Internalisierung der A2-Domane von Faktor VIII gehemmt wer- 
den kann, wobei angenommen wird, daS die Dissoziation der A2- 
Untereinheit vom ubrigen aktivierten Faktor VIII-Molekul rever- 
sibel ist. 

Das "low density lipoprotein related protein" ist ein multi- 
funktionell endozytotisch aktiver Rezeptor, der strukturell wie 
funktionell unterschiedliche Liganden bindet und endozytieren 
kann. RAP ("receptor-associated protein") inhibiert alle Inter- 
aktionen der Liganden mit LRP in vitro. 

Prinzipiell wird vermutet, daJS dieser Mechanismus von Bedeutung 
bei der Aktivitatsregulierung von Faktor Villa sein konnte 
(Blood 90 (10) Suppl. 1: 31a (1997)). 

Es ist auch bekannt, daS LRP als Abbaurezeptor (Clearence 
receptor) fur Gewebeplasminogenaktivator (tPA) fungieren kann, 
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d.h. fur dessen Entfernung aus der Blutzirkulat ion verantwort- 
lich ist. Weiters scheinen dabei auch weitere Rezeptoren, wie 
z.B. der Mannose-Rezeptor, von Bedeutung zu sein. Andererseits 
ist auch bekannt, daS LRP bei der Clearence von vielen verschie- 
denen Liganden, wie Proteinasen, Inhibitoren, deren Komplexe mit 
Proteinasen, sowie verschiedenen Lipoproteinen, beteiligt sein 
kann . 

Es wurde gefunden, daS tPA eine sehr schnelle Clearence im Blut- 
kreislauf erfahrt, und daS Mutanten von tPA sowie Inhibitoren 
der Clearence dazu verwendet werden konnen, um die Dosierung von 
tPA bei der Thrombolysetherapie zu verringern (Fibrinolysis and 
Proteolysis (1997), S. 173-186). 

In RAP-def izienten Mausen konnte nachgewiesen werden, da£ die 
Clearence von ot 2 -Makroglobulin in der Leber gestort ist. Hierbei 
wurde auch nachgewiesen, da£ die Menge von reifem prozessierten 
LRP sowohl in der Leber als auch im Gehirn reduziert ist (PNAS, 
92 (1995), S. 4537-4541). 

In der EP-0 713 881-A2 werden von Willebrand-Faktor (vWF) -Kon- 
zentrate in Kombination mit Antithrombolyt ika und/oder Fibrino- 
lytika beschrieben. Zweck dieser Praparate ist die Verringerung 
der Blutungsrisiken bei einer Antikoagulationstherapie . 

In der US 5 304 383 wird eine pharmazeutische Preparation, ent- 
haltend lys-Plasminogen in Kombination mit einem Serinprotea- 
seinhibitor, wie Aprotinin oder <x 2 -Makroglobulin, beschrieben, 
welche zur Behandlung von Plasminogen-Mangel und Thrombosen ein- 
gesetzt werden kann. 

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, eine pharmazeutische Pre- 
paration zur Verfugung zu stellen, auf Basis von einem Blutge- 
rinnungsprotein, welches sich durch eine verbesserte in vivo- 
Halbwertszeit auszeichnet. Die Erfindung stellt sich weiters zur 
Aufgabe, die in vivo Halbwertszeit eines Blutgerinnungsproteins 
zu verlangern, um einerseits den endogenen Gehalt an dem Blutge- 
rinnungsprotein zu stabilisieren und andererseits die Effizienz 
von einem exogenen Blutgerinnungsprotein zu steigern. 
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Die Aufgabe wird erf indungsgemaS durch eine pharmazeutische Pra 
paration zur Behandlung von Blutgerinnungsstorungen gelost, wel 
che Preparation mindestens ein Protein, ausgesucht aus der 
Gruppe von einem pro-Protein der Blutgerinnung enthalt. Diese 
pharmazeutische Preparation ist weiters durch einen Gehalt an 
einem Rezeptor-Bindungskompetitor gekennzeichnet , welcher al- 
leine gerinnungsphysiologisch inert ist, wie beispielsweise Li- 
poproteine. Dadurch wird die Wirkung'des Proteins auf die Blut- 
gerinnung nicht unmittelbar beeinflufct, der Rezeptor-Bindungs- 
kompetitor tragt lediglich zur Stabilisierung des Proteins in 
vivo bei. 



Das Protein in der erf indungsgemafien Preparation ist vorzugs- 
weise ein Blutgerinnungsprotein, ausgesucht aus der Gruppe von 
Faktor II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, vWF und Protein C. 
Diese Proteine sind die Proformen von der gerinnungsphysiolo- 
gisch wirksamen aktiven Form. Beispielsweise ist Faktor II (Pro- 
thrombin) die Proform des gerinnungsaktiven Thrombins, welches 
Fibrinogen zu Fibrin enzymatisch spaltet und damit ein Blutge- 
rinnsel hervorruft. Zu diesen Proteinen zahlen einerseits die 
Vitamin K-abhangigen Proteine, welche auch in einem Prothrombin- 
komplex-Praparat auf Basis der Faktoren II, IX und X und gegebe- 
nenfalls Faktor VII und Protein C vorkommen. Weiters ist ein 
mogliches Protein in der erf indungsgemaEen Preparation des vWF 
bzw. dessen analoge Proteine. vWF zeigt vor allem in Piettchen- 
reichem Plasma seine Eigenstendigkeit als Blutgerinnungsf aktor , 
unabhengig von seiner Rolle als Trager und Stabilisator des Fak- 
tor VIII (Beguin et al . , Thrombosis and Haemostasis 78 (1), 590- 
594 (1997) ) . vWF wird beispielsweise aus Plasma oder einer Plas- 
mafraktion gewonnen, kann aber auch durch rekombinante DNA-Tech- 
nologie, durch Expression einer transf ormierten Zelle, herge- 
stellt werden. Beispielsweise wird ein rekombinanter vWF nach 
der Vorschrift von Pannekoek (EP 0 197 592) bzw. Fischer et al. 
(WO 96/10584) hergestellt. 

Auch die Gruppe der Blutgerinnungszymogene bzw. Vorstufen der 
gerinnungsphysiologisch aktiven Blutgerinnungsproteine sind ei- 
nerseits aus Plasma oder einer Plasmaf rakt ion erheitlich und 
entsprechen den nativen Proteinen. Andererseits konnen die nati- 
ven Proteine bzw. deren Derivate auch aus Zellkulturiiberstenden 
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gewonnen werden. Die Zellen werden dabei vorzugsweise durch re- 
kombinante DNA-Technologie transformiert, urn die rekombinanten 
Formen der Blutgerinnungsproteine zu erhalten. 

Mutanten bzw. Analoge sind insoweit in der erf indungsgemaSen 
Preparation enthalten, wie diese noch zur Behandlung von Blutge- 
rinnungsstorungen eingesetzt werden konnen und an einen Rezeptor 
funktionell, also kompetitiv, binden konnen. 

Als Rezeptor fur die Proteine der erf indungsgemaSen Preparation 
ist vor allem der Lipoproteinrezeptor zu nennen bzw. LRP. Ein 
weiterer Rezeptor, an dem die Proteine binden, ist beispiels- 
weise der Mannose-Rezeptor. Es hat sich erf indungsgemaS uberra- 
schenderweise herausgestellt, daS die Liganden des LRP vor allem 
fur pro-Proteine der Blutgerinnung eine positive Wirkung in vivo 
zeigen, indem diese Liganden an den Rezeptor kompetitiv binden. 
Dies war insofern uberraschend, da nicht vermutet werden konnte, 
daS pro-Proteine der Blutgerinnung und vWF an LRP binden konnen. 
LRP war vor allem zur Bindung von Enzymen bzw. deren Komplexe 
mit Inhibitoren bekannt . Durch die kompetitive Eigenschaft der 
Bindung an LRP wird die vorzeitige Bindung des Proteins in der 
pharmazeutischen Preparation bzw. des endogenen Blutgerinnungs- 
zymogens und vWF verhindert, wodurch dessen biologische Verfug- 
barkeit wesentlich verbessert wird. 

Als Rezeptor-Bindungskompetitor konnen eine Reihe von Proteinen 
eingesetzt werden, wobei diejenigen bevorzugt sind, deren phy- 
siologische Toleranz gepriift ist. 

Erf indungsgemaS bevorzugt ist der Rezeptor-Bindungskompetitor 
ausgewahlt aus der Gruppe der Enzyme, insbesondere Tissue-type 
Plasminogenaktivator (tPA) , Urokinase (u-PA) , pro-Urokinase 
(pro-u-PA) , Lipoproteinlipase (LPL) und Kallikrein; Inhibitoren, 
insbesondere Plasminogen- Aktivator- Inhibitor- 1 (PAI-1) , Tissue 
factor pathway Inhibitor (TFPI) und Aprotinin; Enzym- Inhibitor- 
Komplexe, insbesondere t-PA-PAI-1, u-PA- PAI-1 und Thrombin- PAI - 
1, a 2 -Macroglobulin-Proteinase (fast form) a 2 M, a 2 M', Pregnancy 
zone protein-Proteinase, Elastase-c^-Ant itrypsin, Thrombin- Ant i- 
thrombin III, Thrombin-Heparin-Cof actor II und u-PA-Protease- 
Nexin I; Lipoproteine , insbesondere low density-Lipoprotein 
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(LDL) , Apolipoprotein E angereichertes p-very low density-Lipo- 
protein, (apo E-p-VLDL) , LPL angereichertes VLDL (LPL-VLDL) und 
LPL angereichertes P-VLDL (LPL-P-VLDL) ; Matrix-Proteine , insbe- 
sondere Thrombospondin 1 und 2; Toxine und Viren, insbesondere 
Pseudomonas Exotoxin A, und Minor-group human Rhinovirus; oder 
andere Liganden, insbesondere Apolipoprotein E (apo E) , Lac- 
toferrin, Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP) , FVIII und vWF. 

Der kompetitiv wirkende Ligand ist vorzugsweise ausgewahlt unte 
den physiologischen Proteinen, die vorzugsweise in der Zirkula- 
tion als (humanphysiologische) extrazellulare Proteine auftre- 
ten. Diese konnen in nativer Form eingesetzt werden, oder als 
deren Analoge mit der Eigenschaft der Bindung an den Rezeptor. 

Urn die Wirkung der pharmazeutischen Preparation bzw. der endoge- 
nen Proteine nicht zu beeintrachtigen, ist der Rezeptor-Bin- 
dungskompetitor ausgewahlt unter den gerinnungsphysiologisch 
inerten Proteinen, darunter beispielsweise "low density lipopro- 
tein 11 (LDL) und Apolipoprotein. 

Als gerinnungsphysiologisch inerter Rezeptor-Bindungskompetitor 
konnen auch Gemische dieser Rezeptor-Bindungskompetitoren einge- 
setzt werden, die eventuell nicht als einzelne Proteine, jeden- 
falls aber im Gemisch keinen unerwunschten EinfluiS auf das Ge- 
rinnungssystem ausiiben. Beispiele fur solche Gemische sind 
Thrombin mit ATI I I oder mit Heparin- Co f aktor II, oder mit Plas- 
minogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) , weiters auch 
Elastase und a ± -Antitrypsin, tPA mit PAI-1. Beispielsweise ist 
ein bevorzugtes Gemisch tPA und Aprotinin, welches sich hervor- 
ragend zur Stabilisierung etwa des Faktor VIII in vivo eignet. 
Der gewahlte Rezeptor-Bindungskompetitor ist hier also ein Li- 
gand, dessen gerinnungsphysiologische Wirkung unterbunden ist, 
gegebenenf alls durch die Antagonisierung mit dem entsprechenden 
Inhibitor . 

Anstelle eines Gemisches aus einem prinzipiell zwar wirksamen 
Rezeptor-Bindungskompetitor und einem geeigneten Antagonisten 
kann auch eine mutierte Form des Rezeptor-Bindungskompet itors 
verwendet werden, der durch geeignete Mutationen (z.B. im akti- 
ven Zentrum) inaktiviert ist (dessen Affinitat gegemiber dem Re- 
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zeptor aber nicht wesentlich verandert (verringert) ist.) Bei- 
spiele hierfur sind u.a. mutierte Formen von tPA, Urokinase, 
Kallikrein, Renin, Thrombin (WO 96/41868) etc. 

Es war uberraschend, daS rekombinanter tPA (rtPA) den endogenen 
Faktor VIII-Gehalt in einem vWF-def izienten Hund iiber einen lan- 
geren Zeitraum stabilisierte , wodurch die Hamophilie behandelt 
werden konnte . Obwohl der natiirliche Stabilisator des Faktor 
VIII, namlich vWF, fehlte, konnte der LRP-Ligand bzw. das Ge- 
misch der LRP-Liganden die Funktion des vWF libernehmen. Der Fak- 
tor VIII-Gehalt wurde urn ca . 50 % erhoht und blieb bei diesem 
Niveau mehrere Tage . Das Enzym tPA ist ein bekannter Ligand des 
LRP. Die Verabreichung des rtPA an ein Saugetier blockiert also 
LRP und verhindert somit den metabolischen Abbau der Gerinnungs- 
faktoren, wie z.B. Faktor VIII. Dieser blockierende Effekt wird 
noch durch Aprotinin verstarkt. Der Effekt von Aprotinin alleine 
konnte auch in einem vWF-def izienten Hund gezeigt werden, der 
eine Kombination von rvWF und Aprotinin erhielt. Dadurch wurde 
wiederum eine Erhohung des Faktor VIII -Gehaltes iiber einen lan- 
geren Zeitraum bewirkt. 

Ein weiterer bevorzugter Rezeptor-Bindungskompetitor ist Aproti- 
nin, welches sich hervorragend zur Stabilisierung des vWF eig- 
net . Aprotinin kann beispielsweise nicht nur in einer vWF-Prapa- 
ration zur verbesserten biologischen Verf ugbarkeit beitragen, 
sondern auch, als einzelne Wirksubstanz verabreicht, zu verbes- 
serten Zustand eines vWF-def izienten Patienten beitragen. 

In vielen Fallen wird ein Patient mit einem Mangel an einem be- 
stimmten Protein dann mit dem jeweiligen Rezeptor-Bindungskompe- 
titor behandelt, urn die Bildung des endogenen Proteins zu ermog- 
lichen bzw. das Protein zu stabilisieren . Dies ist bei Patienten 
mit einem phanotypischen Gerinnungsproteinmangel moglich. 

Das erf indungsgemaSe Praparat bzw. die genannten Wirksubstanzen 
werden vorzugsweise als behandelte Praparate bzw. Proteine ein- 
gesetzt, urn eine Ubertragung von moglicherweise vorhandenen Pa- 
thogenen, wie Viren oder Prionen (TBE) , auszuschlieSen . Bei der 
Gewinnung aus biologischen Materialien, wie Blut, Plasma, Plas- 
mafraktionen oder Zellkulturen, existiert ein Risiko der Konta- 
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mination mit Humanpathogenen, das jedoch durch eine entspre- 
chende Behandlung zur Inaktivierung bzw. Abreicherung eliminiert 
werden kann. Zu den effektiven MaEnahmen zur Inaktivierung von 
Viren zahlen beispielsweise die Behandlung mit organischen L6- 
sungsmitteln und/oder Detergenzien (EP-0 131 740, EP-0 050 061, 
virus inactivating eluent) , die Behandlung mit chaotropen Mit- 
teln (WO 90 15 613) Hitzebehandlungsverf ahren, vorzugsweise in 
lyophilisiertem, trockenem oder feuchtem Zustand (siehe EP-0 159 
311) , Kombinationsverf ahren wie das der (EP-0 519901) und physi- 
kalische Methoden. Letztere bewirken die Inaktivierung von Vi- 
ren, beispielsweise durch Bestrahlung mit Licht, etwa in Gegen- 
wart von Photosensibilisatoren (EP-0 471 794 und WO /AT 
97/00068) . 

Zu dem Abreicherungsverf ahren der Humanpathogene zahlen insbe- 
sondere die Filtrationen unter Verwendung von Ultraf iltern, Tie- 
fenfiltern oder Nanofiltern (A 341/98) . Aber auch Fallungs- 
schritte bzw. andere ProteinreinigungsmaSnahmen, wie die der Ad- 
sorption, tragen zur Abreicherung von moglicherweise vorhandenen 
Pathogenen bei. 

Die erf indungsgemaSe Preparation kann einerseits als fertige 
Formulierung, d.h. als Gemisch des Proteins mit dem Rezeptor- 
Bindungskompetitor zur Verfiigung gestellt werden. Andererseits 
ist es auch moglich, ein Set zur Verfiigung zu stellen, welches 
A) das Protein und B) den Rezeptor-Bindungskompetitor enthalt . 
Das Set hat den Vorteil, daS die Dosis der einzelnen Komponenten 
variabel ist und die Form der Administration den vorliegenden 
Verhaltnissen angepaSt werden kann. Beispielsweise ist neben der 
iv-Verabreichung auch die intramuskulare , subkutane oder orale 
Verabreichung der Wirkstoffe moglich. Die Wirksubstanzen konnen 
gemeinsam, also simultan, aber auch parallel oder konsekutiv dem 
Patienten verabreicht werden. Bei Verwendung eines Sets ist die 
erf indungsgemaSe Preparation vorzugsweise in Fertigsprit zen mit 
den einzelnen Komponenten vorgef ertigt . 

Eine erf indungsgemaSe Indikation fur das Praparat ist beispiels- 
weise eine Behandlung eines Patienten mit einem phanotypischen 
Gerinnungsf aktormangel, z.B. eines vWF-def izienten Patienten. 
Dabei wird erf indungsgemaS ein Praparat hergestellt auf Basis ■ 
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des GerinnungsfaktorS; der im Patienten mangelhaft ist, mit der 
erf indungsgemaSen Kombination des Rezeptor-Bindungskompetitors . 
Aber auch der Rezeptor-Bindungskompetitor alleine entspricht der 
erf indungsgemaSen Indikation. Beispielsweise wird bei einem Man- 
gel an funktionellem Faktor VIII der Rezeptor-Bindungskompetitor 
fur Faktor VIII verabreicht, welcher eventuell das Gemisch tPA 
und Aprotinin ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung 
einer LRP-Ligandenpraparation zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von phanotypischem Gerinnungsf aktormangel (z.B. vWF- , 
Faktor VIII- oder Faktor IX-Mangel) oder zur Verlangerung der 
biologischen Halbwert szeit eines Proteins. 

Die Erfindung wird an Hand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungen, auf die sie jedoch nicht beschrankt sein soil, na- 
her erlautert . 

Es zeigen: 

Fig, 1: Faktor VIII -Best immung im vWF-def izienten Hund 

Fig. 2: vWF und Faktor VIII-Bestimmung in vWF-def izientem Hund 

Beispiele : 

Beispiel 1: 

Ein Kooiker Hund mit schwerem von Willebrand Faktor-Mangel vom 
Typ 3 (Rieger et al . , Thromb. Haemost . (1998), 80: 332-337) 
mannlichen Geschlechts, 8,5 kg Korpergewicht , 2 Jahre alt, wurde 
mit 10 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketasol, Dr. E. Graub AG, 
Bern, Schweiz) und 1 mg/kg Xylaxin (Xylasol, Dr. E. Graub AG, 
Bern, Schweiz) narkot isiert . AnschlieSend wurde ein permanenter 
venoser Zugang uber einen Unterarm geschaffen und fiber eine Ka- 
nule Aprotinin (Pantinol 100.000 K.I.E. Ampullen, Gerot Pharma- 
zeutika, Wien) in einer Dosis von 10 000 K.I.E. pro kg Korperge- 
wicht als Bolus verabreicht. Anschliefiend wurde rekombinanter 
Gewebeplasminogenaktivator (Actilyse , Boehringer Mannheim) 
(rtPA) gemaS Herstellerangabe mit dest illiertem Wasser rekonsti- 
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tuiert und dem von Willebrand-def izienten Hund in einer Dosis 
von 0,25 mg/kg Korpergewicht als Bolus verabreicht. Gleichzeitig 
wurde eine Blutprobe auf Zitrat entnommen. Innerhalb der ersten 
Stunde der Behandlung wurde eine Coinfusion von Aprotinin (3000 
K.I.E. pro kg Korpergewicht) und rtPA 0,75 mg/kg Korpergewicht 
verabreicht und nach einer Stunde wurde auf eine Infusion ge- 
wechselt, die Aprotinin in einer Dosis von 3000 K.I.E. pro kg 
Korpergewicht und rtPA von 0,5 mg/kg Korpergewicht enthielt, und 
diese iiber eine Stunde verabreicht. Anschliefiend, d.h. nach zwei 
Stunden, wurde iiber eine weitere Stunde Aprotinin in einer Dosis 
von 3 000 K.I.E. /kg Korpergewicht inf undiert . Zu den Zeitpunkten 
30 min, 1, 3, 24, 48, 92 und 96 Stunden nach Versuchsbeginn wur- 
den Blutproben auf Zitrat abgenommen und durch Zentrif ugation 
daraus plattchenarmes Plasma hergestellt und bei -20°C tiefge- 
froren und bis zur weiteren Analyse gelagert. 

In den gefrorenen Blutproben wurde nach AbschluS des Infusions- 
experimentes Blutgerinnungsf aktor VIII mit zwei unterschiedli- 
chen Bestimmungsmethoden quantitativ bestimmt. Erstens wurde die 
Zweistufengerinnungsmethode gemaiS der Methode von Austen, D.E.G. 
und Rhymes, I.L., A Laboratory Manual of Blood Coagulation, 
Oxford, UK, Blackwell Scientific, (1975), unter Verwendung der 
Reagentien des Zweistuf en-Faktor VIII - Test-Kits der IMMUNO AG, 
Wien, verwendet. Zweitens wurde Faktor VIII mit dem chromogenen 
Faktor VIII-Test-Kit, Immunochrom FVIIIrC der Immuno AG, Wien, 
bestimmt (Lang H. , Oberreiter M. , Moritz, B. Thromb. Haemost . 
65:943, (1991)). Faktor VIII wurde gegen einen humanen Plasma 
Faktor VHI-Standard, der gegen den dritten internat ionalen 
Standard 91/666 kalibriert worden war, gemessen. Die Faktor 
VIII-Aktivitat wird in humanen Faktor VIII-Einheiten pro ml aus- 
gedriickt. Das Resultat dieser Bestimmung ist in der Fig. 1 zu- 
sammengefaSt. In den beiden unabhangig voneinander durchgefuhr- 
ten Faktor VI 1 1 -Bestimmungsmethoden zeigte sich ein Anstieg der 
Faktor VHI-Plasmaaktivitat, der iiber einen Zeitraum von 24 bis 
48 Stunden anhielt und anschlieSend auf einem Niveau von ca . 150 
% des Ausgangswertes, unabhangig von der verwendeten Testmetho- 
de, iiber einen Zeitraum bis zu 96 Stunden nach Versuchsbeginn 
konstant blieb. Da bekannt ist, daS von Willebrand-Faktor gegen 
den proteolytischen Abbau durch Plasmin empfindlich ist, muSte 
angenommen werden, dalS die Gabe von rtPA eine vermehrte von 
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Willebrand-Faktor-Inaktivierung, verbunden mit einer sekundaren 
Reduktion des Plasma- Faktor VHI-Spiegels durch Fehlen des Sta- 
bilisierungsproteins fur Faktor VIII zu finden sein wird. Die 
gleichzeitige Gabe von Aprotinin als Inhibitor der Fibrinolyse 
und des Plasmins lieS lediglich eine Inhibition des rtPA-Effek- 
tes erwarten. Der scheinbar paradoxe Anstieg des Plasma-Faktor 
VIII-Levels kann daher durch die Interferenz von Aprotinin 
.und/oder rtPA mit den Metabolisierungsmechanismen fur Faktor 
VIII erklart werden . 

Beispiel 2: 

Ein von von Willebrand-Faktor-def izienter Hund wie in Beispiel 1 
wurde narkotisiert und anschlieSend mit Aprotinin (Pantinol) mit 
einer Dosis von 100.000 K.I.E. als intravenoser Bolus vorbehan- 
delt. AnschlieSend wurde dem Tier ein rekombinantes von Wille- 
brand-Faktor-Praparat in einer Dosis von 70 RcoF E/kg gegeben. 
Die Herstellung und Charakterisierung des rekombinanten von 
Willebrand-Faktor-Praparates ist in Fischer et al., FEBS Lett. 
375:259 (1995), beschrieben. Unmittelbar nach der Gabe des re- 
kombinanten von Willebrand-Faktor-Praparates wurde uber drei 
Stunden eine Infusion von 100.000 K.I.E. Aprotinin intravenos 
verabreicht. Blutproben auf Zitrat wurden vor Beginn des Versu- 
ches (= Zeitpunkt 0) 15 min, 30 rain, 1 h, 3 h, 24 h und 48 h 
nach der Behandlung mit rekombinantem von Willebrand-Faktor ent- 
nommen und daraus Plasma, wie in Beispiel 1 beschrieben, herge- 
stellt und bis zur weiteren Analyse bei -20°C tief gef roren . Von^ 
diesen Blutproben wurde anschlieSend von Willebrand-Faktor- Anti - 
gen unter Verwendung eines Kaninchen Anti -Human- von Willebrand- 
Faktor-Antikorpers mit dem Test Asserachrom vWF, Boehringer 
Mannheim, gemessen. AuSerdem wurde die Ristocetin-Cof aktor-Akti- 
vitat, gemessen durch Ristocetin induzierte Aggregation Formal- 
dehyd-f ixierter humaner Blutplattchen und nach der Methode von 
Evans und Austen, Brit. J. Hetamol . 37:289 (1977) bestimmt . Als 
von Willebrand-Faktor-Standard diente ein humaner Plasma-Stan- 
dard. AuSerdem wurde Faktor VIII, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
getestet. Die Resultate der Bestimmung der Blutproben an von 
Willebrand-Faktor und Faktor VIII -Akt ivitat sind der Fig. 2 zu 
entnehmen. In der Grafik ist ein Mittelwert der Faktor VIII-Ak- 
tivitat, gemessen nach den beiden Faktor VIII-Bestimmungsmetho- 
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den, als Graph eingezeichnet . Von Willebrand-Faktor wurde, wie 
aus der Literatur bekannt (Turecek et al . , Blood 90: 3555 
(1997)), mit einer Halbwertszeits von 10 bis 20 h eliminiert, so 
daS nach 48 h kaum mehr von Willebrand-Faktor in der Zirkulation 
. nachweisbar war. Gleichzeitig mit Gabe des rekombinanten von 
Willebrand-Faktors und des Aprotinins stieg der Plasma-Faktor 
■VHI-Spiegel innerhalb von 3 h auf ca. 150 % des Ausgangswertes 
an und blieb dann auf diesem Niveau stabil oder zeigte sogar ei- 
nen leicht steigenden Trend bis zu 48 h nach der Verabreichung . 
Auch dieses Ergebnis kann wie Beispiel 1 interpretiert werden, 
dag durch die Gabe des Aprotinins trotz fehlender Stabilisierung 
des Faktor VIII durch den rekombinanten von Willebrand-Faktor, 
durch eine Interferenz mit dem Faktor VIII-Metabolismus der Fak- 
tor VHI-Plasma-Spiegel anhaltend erhoht bleibt. 

Beispiel3: 

The effect of RAP on the factor VIII recovery in knock-out mice 
with severe factor VHI-def iciency 

A genetically engineered mouse strain with severe factor VIII 
(FVIII) -deficiency was made by targeted disruption of the mouse 
factor VHI-gene, according to Bi et al . , Nature Genetics 
10:119-121 (1995). Factor VIII knock-out mice were created by an 
insertion of a neo-gene into the 3 1 -end of exon 17 of the mouse 
factor VHI-gene. The affected males (X'Y) had undetectable 
factor VHI-levels of <0.02 ± 0.01 U/ml when measured either 
with a chromogenic factor VIII assay, Hyland Immuno, Vienna, 
Austria, as described recently (Turecek et al . , Thromb. 
Haemostas. Suppl . 769 ((1997) or by antigen EL ISA as described 
below. 

Two hemizygous affected male mice (X'Y) were treated with a 
recombinant human factor VIII (rhFVIII) preparation derived from 
Chinese hamster ovary cells produced as described (PCT 
WO/85/01961) and pharmaceutical^ formulated without any 
stabilizing protein at a dose of 200 U/kg body weight given 
int ravenous ly . 



Under anesthesia, one hour after treatment, the tail tips of the 
mice were cut by a scalpel blade as described by Novak et al . , 
Brit. J. Haematol. 69:371-378 (1998). A volume of 50 [il blood 
was collected from the tail wounds with capillaries (Ringcaps, 
Hirschmann, Germany) ,. which capillaries were coated with lithium 
heparin as anti -coagulant . The capillaries were closed and 
centrifuged to separate blood cells from plasma. Subsequently 
the capillaries were opened and the cell and the plasma 
fraction were collected by further centrif ugat ion . Finally, the 
plasma samples were applied to factor VIII determination by the 
factor VIII antigen EL ISA, test kit IMMUNOZYM FVIII Ag, Hyland 
Immuno, Vienna, Austria, using monoclonal antifactor VIII 
antibodies both for capture and detection as described (Steel et 
al., Nature 303:530-532 (1983); Lenting et al . , J. Biol. Chem. 
269:7150-7155 (1994); Leyte et al . , Biochem. J. 263:187-194 
(1989). The resulting factor VHI-values were expressed in 
international units of human factor VIII. The results of factor 
VIII plasma levels are outlined in the table. 

Two other hemizygous affected male mice (X f Y) were pretreated 
with recombinant receptor associated protein (GST-RAP) 10 
minutes prior to the treatment with the recombinant human factor 
VIII, at a dose of 40 mg/kg body weight. The receptor related 
protein (RAP) used in this study, which interacts with the low 
density lipoprotein receptor, was obtained by bacterial 
fermentation as described by Hertz et al . , J. Biol. Chem. 
266:21232.21238 (1991). A fusion protein of the RAP with 
glutathione S- transferase was eypressed in an E.coli and 
purified by affinity chromatography on glutathione agarose. The 
resulting protein mainly consisted of the fusion protein and 
split products of RAP and glutathione S- transferase . The 
fusion protein was formulated in an injectable buffer ready for 
administration to the factor VIII knock-out mice. As in the 
control group (treatment with factor VIII alone) , blood samples 
were obtained one hour after the administration of recombinant 
factor VIII and measured for factor VIII activity using the 
factor VIII antigen ELISA. The results are outlined in the 
table. 





treatment 


dose 


recovery 


1 h post 


1" Tf^ ^ 1~ m^Tit" 


mouse no. 


GST-RAP 


rhFVIII 


FVIII 


:Ag (U/ml 


plasma) 


1 


4 0 mg/kg 


2 00 U/kg 




1, 92 




2 


4 0 mg/kg 


2 00 U/kg 




1, 88 




2 




2 00 U/kg 




0, 73 




2 




2 00 U/kg 




0, 83 





Factor VIII recoveries in mice pretreated with GST-RAP were more 
than 200 % of the plasma levels following treatment with 
recombinant factor VIII alone. 
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Patentanspriiche : 



1. Pharmazeutische Praparation zur Behandlung von Blutgerin- 
nungsstorungen, enthaltend mindestens ein Protein, ausgesucht 
aus der Gruppe von einem pro-Protein der Blutgerinnung und wei- 
t ers einen gerinnungsphysiologisch inerten Rezeptor-Bindungskom- 
petitor . 

2. Praparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
das pro- Protein der Blutgerinnung ausgesucht ist aus der Gruppe 
von Faktor II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, vWF und Protein C. 

3. Praparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
das Protein vWF ist. 

4. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Protein aus einem biologischen Material 
ausgesucht aus der Gruppe von Humanplasma, einer Plasmaf rakt ion 
und einem Zellkulturiiberstand gewonnen ist. 

5. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Ligand des 
Lipoprotein-Rezeptor-Related-Proteins (LRP) ist . 

6. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Rezeptor-Bindungskompetitor RAP ist. 

7. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Gemisch 
aus einem gerinnungsphysiologisch aktivem Protein und dessen In- 
hibitor ist, insbesondere tPA und Aprotinin. 

8. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Gemisch tPA und Aprotinin enthalt . 

9. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS es als Set zur Verfiigung gestellt wird, ent- 
haltend 

a) das Protein und 
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b) den Rezeptor-Bindungskompetitor . 



10. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Protein Faktor VIII ist und der Rezeptor- 
Bindungskompetitor Aprotinin, gegebenenf alls gemeinsam mit tPA. 

11. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Protein vWF ist und der Rezeptor-Bindungs- 
kompetitor Aprotinin ist. 

12. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Rezeptor-Bindungskompetitor ein humanphy- 
siologisches extrazellulares Protein ist, oder dessen Analoges. 

13. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewahlt aus 
der Gruppe der Enzyme, insbesondere Tissue-type Plasminogenakti- 
vator (tPA) , Urokinase (u-PA) , pro-Urokinase (pro-u-PA) , Lipo- 
proteinlipase (LPL) und Kallikrein; Inhibitoren, insbesondere 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) , Tissue factor pathway 
Inhibitor (TFPI) und Aprotinin; Enzym-Inhibitor-Komplexe, insbe- 
sondere t-PA-PAI-l, u-PA-PAI-1 und Thrombin-PAI-1, a 2 -Macroglo- 
bulin-Proteinase (fast form) a 2 M, a 2 M- , Pregnancy zone protein- 
Proteinase, Elastase-oc'-Ant itrypsin, Thrombin-Antithrombin III, 
Thrombin-Heparin-Cof actor II und u-PA-Protease-Nexin I; Lipopro- 
tein, insbesondere low density-Lipoprotein (LDL) , Apolipopro- 
tein E angereichertes p-very low density-Lipoprotein, (apo E-p- 
VLDL) , LPL angereichertes VLDL (LPL-VLDL) und LPL angereichertes 
P-VLDL (LPL-P-VLDL) ; Matrix- Proteine , insbesondere Thrombospon- 
din 1 und 2; Toxine und Viren, insbesondere Pseudomonas Exotoxin 
A, und Minor-group human Rhinovirus; oder andere Liganden, ins- 
besondere Apolipoprotein E (apo E) , Lactoferrin, Rezeptor asso- 
ziiertes Protein (RAP), FVIII und vWF, ist. 

14. Kombinationspraparat enthaltend Aprotinin und tPA zur medi- 
zinischen Verwendung. 

15. Verwendung eines Praparates nach einem der Anspruche 1 bis 
13 zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung eines Patienten 
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mit einem phanotypischen Gerinnungsf aktor-Mangel . 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Patient vWF-def izient ist. 

17. Verwendung eines Praparates nach einem der Anspriiche 1 bis 
13 zur Herstellung eines Mittels zur Verlangerung der biologi- 
schen Halbwertszeit des Proteins in vivo. 

18. Verwendung eines Praparates nach Anspruch 17 enthaltend 
Aprotinin und tPA. 

19. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Protein Blutgerinnungsf aktor VIII ist. 

20. Verwendung einer pharmazeutischen Preparation eines LRP-Li- 
ganden zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung eines Pati- 
enten mit phanotypischem Gerinnungsf aktor-Mangel . 

21. Verwendung eines Praparates nach Anspruch 20 enthaltend 
Aprotinin und tPA. 

22. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Patient vWF-def izient ist. 

23. Verwendung einer pharmazeutischen Preparation eines LRP-Li- 
ganden zur Herstellung eines Mittels zur Verlangerung der biolo- 
gischen Halbwertszeit eines Proteins. 

24. Verwendung einer pharmazeutischen Preparation nach Anspruch 
23 enthaltend Aprotinin und tPA. 

25. Verwendung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Protein Blutgerinnungsf aktor VIII ist. 



9 0. Nov. 1998 



Zusammenfassung 



Beschrieben ward eine pharmazeut ische Preparation zur Behandlung 
von Blutgerinnungsstorungen, die dadurch gekennzeichnet ist, daS 
sie mindestens ein Protein, ausgesucht aus der Gruppe von pro- 
Proteinen der Blutgerinnung und weiters einen gerinnungsphysio- 
logisch inerten Rezeptor-Bindungskompetitor enthalt, sowie deren 
medizinische Verwendung. 



Fig. 2 
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